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CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/ CRISPR 
associated system) es un sistema de edición genómica que utiliza una endonucleasa 
derivada de la Cas9 bacteriana para introducir roturas de doble cadena en el DNA en 
lugares precisos del genoma usando un RNA guía complementario a la región diana. En 
este trabajo, se intenta desarrollar un knock-in en la línea celular HEK-293T, en donde la 
inserción del gen que codifica para la proteína de resistencia a la puromicina, es producida 
por la recombinación homóloga directa (HDR) mediada por la Cas9 en el exón/intrón 1 del 
gen PTEN. PTEN (también conocido como MMAC1 o TEP1) codifica para una fostatasa 
dual de lípidos y de proteínas la cual actúa como supresor tumoral. Esta antagoniza la 
actividad de la PI3K defosforilando el fofatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3) a 
fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato (PIP2). Usando este enfoque, comparamos dos estrategias 
para la creación de los brazos de homología a partir de los cuales se producirá la HDR, 
centrándonos en la variación de la longitud de estos brazos. Finalmente, en este trabajo se 
obtiene una línea celular HEK-293T en la que la expresión del gen PTEN se encuentra 
suprimida y la vía PI3K/Akt/mTOR, alterada. Concluimos que en nuestro caso, el sistema 
















1.1. La señalización celular por la vía PI3K/Akt/mTOR 
 
La señalización de la vía PI3K/Akt/mTOR (Phosphoinositide 3-kinase/Protein 
kinase B/ mammalian target of rapamycin) se activa por un gran número de estímulos. Los 
principales activadores de esta vía son los receptores de membrana plasmática con 
actividad tirosina quinasa (RTK). Los RTKs se activan por la unión, en su dominio 
extracelular, a diversos factores de crecimiento. De esta forma, cuando se produce la unión 
ligando-receptor, este último se activa, se autofosforila en los residuos de tirosina, 
resultando en un incremento en su actividad quinasa. Esto, resulta en la activación de 
diferentes proteínas que se encargaran de propagar la señal del receptor. Entre éstas, se 
encuentra la fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K) que fosforila los lípidos fosfoinositólicos del 
anillo de inositol, PtdIns-4,5-P2 (PIP2), generando los fosfatos PtdIns-3, PtdIns-3,4,5-P3 
(PIP3).
1
 Estos lípidos especializados que se acumulan en la membrana celular para reclutar 
en la membrana plasmática proteínas que contienen el dominio PH (pleckstrin homology), 
entre las que se encuentran las serina-treonina quinasas Akt o PDK-1 (fosfoinositide-
dependant kinasa1). 
Una vez en la membrana, la PDK-1, puede acceder al dominio de activación de la 
Akt y fosforilarla en la tirosina 308. Por otro lado, el complejo mTORC2 (formado por 
mTOR, DEPTOR, mLST8, MAPKAP1, PROTOR y RICTOR) fosforila la serina 473 del 
motivo hidrofóbico de la Akt. Una vez fosforilada en ambos residuos, la Akt se disocia de 
la membrana y activa o inhibe múltiples proteínas señalizadores por fosforilación en sus 
residuos de serina y treonina, promoviendo así, la supervivencia y proliferación celular, 
angiogénesis y metabolismo celular. La defosforilación de ambos lugares de la Akt se lleva 
a cabo por la fosfatasa 2A (PP2A) y por la fosfatasa PHLPP, respectivamente.
1–4
 
Las dianas de Akt son una gran variedad de proteínas responsables de transmitir la 
señal por múltiples procesos celulares. Entre estos, se encuentran proteínas reguladoras de 
la apoptosis, como FOXO, BAD y BCL-2, del metabolismo celular como la GSK3, de la 
integridad y reparación del DNA, como la MDM2, y del ciclo celular, como p27 y p21, 
entre otras. Además, Akt también inactiva a TSC2, induciendo así la activación de RHEB, 
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que a su vez estimula la actividad fosfotransferasa de mTOR. Al contrario, cuando TSC2 
no se encuentra fosforilado, forma un complejo con TSC1, inhibiendo RHEEB. Finalmente, 
Akt también puede activar al complejo mTORC1 (constituido por mTOR, DEPTOR, 
mLST8, PRAS40 y RAPTOR) por fosforilación inhibitoria de PRAS40, que es un 
regulador negativo de este complejo. El complejo mTORC1 fosforila entonces a la p70S6K 
y a 4EBP1 para activar la traducción proteica. (Figura 1.) 
El elemento regulador negativo por excelencia de toda esta cascada de señalización 
es PTEN, una fosfatasa con actividad dual específica para proteínas y lípidos, que se 
encarga de generar PIP2 a partir de la defosforilación de PIP3. 
El gen que codifica para PTEN (Phosphatase and tensin homologue deleted on 
chromosome 10) se localiza en el cromosoma 10q23, tiene una longitud de 105 Kb y 
contiene 9 exones.  Hasta hace pocos años, se consideraba PTEN como una proteína 
citosólica. No obstante, pronto se publicaron diversos trabajos en los que se evidenciaba la 
existencia de PTEN nuclear
5,6
. La función de PTEN en el núcleo no está del todo definida.  
La forma citoplasmática de PTEN es esencial en la regulación de la ruta de 
señalización PI3K/Akt/mTOR, ya que presenta actividad antagónica a PI3K y se comporta 
como un interruptor negativo
7,8




La activación de PTEN conduce a una disminución de la fosforilación de los 
sustratos de Akt, afectando consecuentemente a procesos tan importantes como la 







Figura 1. Esquema de la vía canónica PI3K/Akt/mTOR.
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En conclusión, la vía PI3K/Akt/mTOR regula funciones celulares esenciales como 
el metabolismo celular, crecimiento, migración, supervivencia y angiogénesis. Además, se 
está estudiando el papel de algunos elementos de esta vía en procesos como la transición 
epitelio-mesénquima (EMT), la reparación del DNA, la autofagia, la senescencia y el 
mantenimiento de células madre
10
. 
1.2. Mutaciones en el gen de PTEN y carcinogénesis 
 
Las mutaciones de perdida de función de PTEN dan lugar a una desregulación de la vía 
PI3K/Akt/mTOR y consecuentemente, a una proliferación celular descontrolada, 
característica de las células tumorales. Existen determinados síndromes proliferativos, 
como el síndrome de Cowden, en el que el 80% de los pacientes presentan mutaciones de 
PTEN en la línea germinal. El término PTEN Hamartoma Tumor Syndrome (PHTS) se 
utiliza para unificar estos síndromes clínicos, aparentemente dispares, en una sola entidad. 
Se caracterizan por el crecimiento tumoral benigno y un alto riesgo de padecer cáncer de 
mama, endometrio y tiroides. Los pacientes con PHTS son una población rara pero ideal 
para estudiar la biología de PTEN y el desarrollo de fármacos dirigidas, ya que la pérdida 
de PTEN parece ser el mecanismo conductor de los rasgos fenotípicos de este síndrome
5
. 
Además, en muchos tumores humanos esporádicos, tales como en el carcinoma 
endometrial, se pueden encontrar deleciones, mutaciones o alteraciones de PTEN, en el que 
la inactivación del supresor tumoral es el defecto genético más común. Más de un 83% de 
7 
 
los carcinomas endometriales con antecedentes de lesión premaligna presentan PTEN 
alterado, normalmente, por una pérdida de expresión
11
. 
1.3. La ingeniería genética aplicada a la modelización de enfermedades 
genéticas 
 
El avance en relación al estudio de la biología molecular se está dando cada vez más 
rápido y, concretamente, se ha ido profundizando en los campos de la genómica y la 
genética. En este contexto, en los setenta, con la aparición de la tecnología del DNA 
recombinante se inició una nueva era en la biología
12
, ya que fue entonces cuando nació la 
ingeniería genética como tal, y, con ella, se impulsó el desarrollo de la biotecnología 
moderna. Desde entonces, los científicos se han visto capacitados para manipular el 
material genético pudiendo así, realizar el estudio tanto a nivel de estructura, organización 
y función, como de regulación, expresión y evolución de los genes. Es así como a día de 
hoy, somos capaces de realizar mutaciones en los genes de una forma dirigida y obtener el 
cambio deseado en una determinada secuencia, que implique, a su vez, el cambio fenotípico 
específico requerido por el investigador.  
Una vez conocido el mundo de la ingeniería genética, entendiendo ésta como la 
aplicación de las tecnologías del DNA recombinante a problemas biológicos, médicos o 
agrícolas específicos, aparecen nuevas herramientas y técnicas significativamente más 
eficaces y económicas, cuya finalidad es poder manipular el material genético de cualquier 
célula. Estas técnicas de edición genómica se basan, en su mayoría, en enzimas nucleasas 
programables como meganucleasas
13
, nucleasas con dedos de zinc (ZFNs), nucleasas 
efectoras tipo activación de la transcripción (TALENs)
14,15
 y en las agrupaciones de 









1.4. Componentes y actuación de CRISPR/Cas9 
El sistema CRISPR/Cas9, es un mecanismo de defensa frente a ataque víricos 
presente en procariotas. Se basa en la producción de cortes en el genoma vírico, este 
sistema hoy en día está siendo adaptado para su utilización como herramienta genética. 
Para que este mecanismo de defensa y ahora también nuevo sistema de edición genómica 
lleve a cabo los cortes en el DNA, se requieren únicamente dos componentes: la proteína 
Cas9 y el RNA guía. 
La enzima Cas9 se caracteriza por tener una arquitectura bilobular en la que uno de 
los lóbulos (REC) se encarga del reconocimiento de la diana y el otro (NUC) posee la 
actividad nucleasa
17
. Este último lóbulo se compone de dos dominios nucleasa RuvC y 
HNH, y de un dominio de reconocimiento de la secuencia PAM (dominio PI)
18,19
. Existen 
varias versiones modificadas de la Cas9. Por ejemplo, la Cas9n o Cas9 nickasa, en la que 
en uno de sus dominios nucleasa esta desactivado, y solo produce el corte en una de las 
cadenas de DNA diana
19,20
. 
La otra mitad del sistema CRISPR-Cas9 de diseño consiste en un componente de 
RNA dúplex, formado por el crRNA y la molécula de crRNA transactivador o tracrRNA, 
denominado de forma general al conjunto como RNA guía. El crRNA complementa por 
apareamiento de bases con la diana en el DNA o protoespaciador a lo largo de 20 
nucleótidos (Figura 2). Es preciso aclarar que en este apareamiento de bases no tiene por 
qué darse la complementariedad perfecta. En el extremo 3’ de estos 20 nucleótidos se halla 
una secuencia que, a su vez, aparea con el otro constituyente del RNA guía, el tracrRNA 
formando una estructura muy característica con varias horquillas. Se sabe que la molécula 
de tracrRNA  es requerida para la unión del RNA guía con la Cas9 y la buena orientación 
de éste para con la interacción correcta entre el crRNA y su diana haciéndose indispensable 
su presencia para el funcionamiento de la herramienta de edición genómica.
21
 (Figura 2) 
El crRNA:tracrRNA, puede construirse en forma de dúplex de igual manera en la 
que podemos encontrarlo en su estado natural o bien puede fusionarse creando una quimera 
en forma de una sola cadena con un lazo de unión entre sus dos elementos constituyentes 
cambiando su denominación por la de sgRNA, abreviatura de single guide RNA. Este 
sgRNA sigue teniendo las características clave del RNA guía, la secuencia de 20 
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nucleótidos en su extremo 5’ que hibrida con el protoespaciador presente en el DNA y la 
estructura bicatenaria en su región 3’ que facilita la unión entre el sgRNA y la Cas921,22. 
(Figura 2) Además de esto, el sgRNA  ha conseguido demostrar una eficiencia incluso 




 Figura 2. A la izquierda el RNA guía de estructura dúplex formado por el crRNA y el 
tracrRNA. A la derecha, el sgRNA constituido solamente por un RNA resultante de la fusión 
mediante un lazo de unión entre el crRNA y el tracrRNA. Nótese también la presencia y posición de 
la secuencia PAM.   
 
Aunque la secuencia PAM no sea un componente como tal del sistema 
CRISPR/Cas, es inviable usar esta herramienta sin conocer su participación en la misma. 
La secuencia PAM, cuyo acrónimo deriva de los términos en inglés Protospacer Adjacent 
Motif, se compone de una serie de nucleótidos localizados en la región 3’ de la hebra de 
DNA diana que no se une al sgRNA a pocos nucleótidos de la secuencia diana. (Figura 3.) 
La presencia de esta secuencia, implica la identificación de la diana por parte de Cas9, pues 
la endonucleasa asociada al sgRNA  reconoce en primer lugar por el dominio PI a la 
secuencia PAM produciéndose la unión DNA-Cas9, posteriormente se separan las dos 
hebras y la herramienta se desplaza “up-stream” de la hebra en busca de su diana23. La 
secuencia nucleotídica de PAM, puede variar dependiendo del microorganismo del que 
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proceda la Cas9 utilizada, pero suele ser 5’-NGG que corresponde a la proteína Cas9 más 
utilizada, la SpCas9 (S. pyogenes Cas9). 
1.5. CRISPR/Cas, el origen 
Fue en el año 1987 cuando por primera vez se describió sin saber ara que servían, la 
existencia de un grupo de secuencias repetidas de 29 nucleótidos, separadas por 32 
nucleótidos, dentro de un fragmento de DNA que codifica para el gen iap procedente de 
una cepa del microorganismo Escherichia coli
24
. Más tarde, otros grupos de investigación 
también confirmaron la presencia de estas repeticiones en diversos microorganismos, como 
en otras cepas de E. coli, en Shigella dysenteriae y Salmonella entérica
25
, en diferentes 
cepas de Mycobacterium tuberculosis y en las arqueas Haloferax volcanii y Haloferax 
mediterranei
26,27
.   
Gracias al desarrollo de las nuevas tecnologías de secuenciación, a finales de los 
años 90, se fue descubriendo la presencia generalizada de dichas secuencias, ya 
denominadas con el nombre de secuencias interespaciadas repetidas en tándem o LTRR 
(long tandemly repeated repetitive) tanto en bacterias como arqueas
28
. Además de esto, en 
2002, se acuñó el término secuencia líder para designar la secuencia conservada 
parcialmente localizada en el extremo 5’ de las repeticiones cortas interespaciadas29. 
(Figura 3) 
En ese mismo año, tras un consenso entre diversos grupos, se decidió nombrar con 
el acrónimo CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) a estas 
secuencias repetidas interespaciadas.  
A pesar de dicho progreso, todavía no se conocía nada ni de su función ni de la 
totalidad de sus componentes. También en el año 2002, se demostró que del locus de 
CRISPR se transcribían en la misma dirección múltiples RNAs, por lo que se concluyó que 
se transcribía todo el locus en forma de RNA precursor, el cual fue denominado pre-crRNA 
y, a continuación, este pre-crRNA se fragmentaba en trozos más pequeños de RNA 
actualmente conocidos como crRNA
30
 (Figura Sup1). De manera simultánea, se 
identificaron cuatro genes Cas (CRISPR-associated) localizados en regiones contiguas al 





 (Figura 3). Además, en este mismo estudio, se sugirieron las funciones probables 
de algunas proteínas Cas teniendo en cuenta ciertas homologías con helicasas y 
exonucleasas.   
 
Figura 3. Locus CRISPR 
En 2005, se descubrió, mediante el uso de la bioinformática, que las secuencias 
espaciadoras eran homólogas a secuencias pertenecientes a DNA vírico, de cromosomas y 
de plásmidos que no eran transmisibles
32,33
. Estas observaciones permitieron hipotetizar 
que CRISPR actuaba como un sistema de defensa adaptativo, propio de microorganismos, 
contraelementos de DNA invasor 
34,35
 y que, su mecanismo de actuación era similar al del 
RNA de interferencia existente en eucariotas
34
.  
 Poco a poco, tras estos estudios, se fueron describiendo los mecanismos que sigue 
este sistema adaptativo de defensa, proporcionando así cada vez, mayor conocimiento del 
tema. Como por ejemplo la manifestación de la intervención de los crRNAs codificados en 
los espaciadores de CRISPR sobre dianas de DNA
36,37
, el procesamiento de este crRNA en 
algunos de los tipos de sistemas CRISPR
38,39
, el corte del DNA diana por parte de la 
proteína Cas9 guiada por los crRNAs y la importancia que adquiere la presencia de PAMs 
en estos casos
40
 o la necesidad de que los crRNAs se encuentren unidos a tracrRNAs 




En resumen, la maquinaria de acción de CRISPR/Cas como sistema de defensa 
basado en RNA se puede simplificar en tres etapas: adquisición, expresión e interferencia. 
En el proceso de “inmunización”, se considera el material genético externo como agente 
invasivo, y se determina en su secuencia un fragmento concreto, el protoespaciador (futura 
secuencia espaciadora), se corta y se incorpora en el locus CRISPR en el extremo 5’ tras la 
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secuencia líder y una de las repeticiones. Cerca del protoespaciador, se encuentra la 
secuencia PAM (motivo adyacente al protoespaciador), una secuencia conservada cuya 
función es la de facilitar el reconocimiento futuro del protospaciador por el sistema de 
defensa. Posteriormente, los espaciadores se expresan en forma de un transcrito de RNA 
primario denominado precrRNA portador de todos los espaciadores del locus que, 
posteriormente, es cortado por endonucleasas en fragmentos más pequeños (crRNA) 
formados por la secuencia de un espaciador y una repetición. Más tarde, en la interferencia, 
cuando el organismo sufre de nuevo un ataque del agente invasivo, este crRNA 
acompañado de proteínas Cas entre otras, se une por complementariedad de bases a la 
secuencia previamente adquirida señalizando a las nucleasas que deben cortar el elemento 
genético externo. Todos estos sucesos, permiten al microorganismo identificar como diana 




Es a partir del año 2011 cuando se empieza a explorar la posible aplicación en 
ingeniería genómica del sistema CRISPR-Cas. Para entonces, ya se conocían los 
componentes fundamentales del sistema CRISPR,que son la Cas9, el crRNA y el tracrRNA 
y se pensaba en la manera de reconvertirlo en un sistema nucleasa que pudiera editar 
genomas guiado por un RNA guía. Mediante la caracterización bioquímica de Cas9, se 
constató que la enzima purificada podía ser guiada por un crRNA para generar un corte en 
su correspondiente DNA diana y no sólo esto, sino que fusionando las dos estructuras de 
RNA del sistema (el tracrRNA y el crRNA) en una construcción denominada como sgRNA 
(single guide RNA) el corte del DNA diana in vitro se veía facilitado
43,44
. Finalmente, 
diferentes grupos consiguen, en el año 2013, editar el genoma de células de mamífero 
mediante la generación de mecanismos de reparación denominados de unión de extremos 
no homólogos (NHEJ) o reparación directa por homología (HDR) a través de la expresión 




A partir de ese año y hasta la actualidad, se han ido estudiando y analizando de 
manera más profunda cada uno de los componentes de la herramienta
47,48
  alcanzando así 
una técnica cada vez más precisa de edición del genoma celular a través del sistema 
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CRISPR/Cas9. La herramienta ha sido utilizada para alterar, de varias maneras, los 




















 entre otras. En cuanto al número de publicaciones en revistas científicas 
relacionadas con el empleo de CRISPR, este se multiplica año a año e incluso mes a mes, 
siendo ya 715 los trabajos publicados en los que aparecen en el buscador de artículos 
científicos PubMed en lo que llevamos de 2016, igualando ya en número a los artículos 
publicados en total en el año 2015.  
1.6. CRISPR/Cas9 como modelo de modificación génica 
Una vez se tiene una noción básica del funcionamiento natural del sistema 
CRISPR/Cas se puede llevar el uso de este sistema como herramienta de modificación 
genética. 
En primer lugar, se ha de saber que la proteína Cas9 es la encargada de realizar el 
corte en las hebras del DNA bicatenario (DSB) en la región diana. Una vez producido este 
corte, la maquinaria celular de reparación del daño en el DNA se pone en marcha. Dicho 
mecanismo de reparación, está presente de forma natural en la gran mayoría de tipos 
celulares y organismos
61
, y puede seguir dos vías de reparación, la de unión de extremos no 
homólogos (NHEJ) o la vía de reparación directa por homología (HDR), según se encuentre 
o no un molde. El tipo de alteración genómica, por tanto, será diferente según si se da una 
una otra vía y esto dependerá del cambio que el investigador quiera fomentar. 
Mediante la vía de unión de extremos no homólogos, los dos fragmentos 
bicatenarios de DNA  generados son religados, produciéndose por ello modificaciones en 
forma de inserciones o deleciones (InDel) que, si se producen en el exón diana, pueden 
acabar generando un knock-out por cambios en la pauta de lectura o por la aparición de 
codones de parada prematuros
62
. (Figura 4) 
Por otro lado, si se introduce un molde de reparación de forma exógena, se activa la 
maquinaria de reparación de daño vía HDR. Esta vía, implica la recombinación entre el 
DNA diana que ha sufrido el corte y el molde de reparación, que puede ser o un constructo 
de  DNA bicatenario o un oligonucleótido de DNA monocatenario, en ambos casos con 





Este mecanismo es capaz de producir cualquier tipo de mutación deseada mediante el 
remplazo de la secuencia diana por el molde de reparación sintetizado por el investigador 
con las alteraciones oportunas
64
. (Figura 4) 
 
Figura 4. Mecanismos de reparación del DNA aplicando CRISPR/Cas. El sgRNA dirige a la 
Cas9 a la diana correspondiente para iniciar la edición genómica. En las células eucariotas, hay dos 
vías principales de reparación de daño de DNA: Non-Homologous End Joining (NHEJ) and 
Homology Directed Repair (HDR). EL NHEJ, elimina bases, produciendo habitualmente cambios en 
la pauta de lectura y por tanto la inactivación del gen. El HDR, puede se utilizado para hacer 
cambios específicos de la región diana, si a la vez que se introduce los componentes del sistema 











El primer objetivo de la estancia práctica se basa en el aprendizaje de técnicas de 
biología celular y molecular, en el conocimiento de los procedimientos más adecuados en la 
manipulación de líneas y cultivos celulares, y en el perfeccionamiento de la práctica 
individual y personal, todo esto con un trabajo continuado en un laboratorio de 
investigación centrado en la patología oncológica. 
Una vez alcanzado con éxito este primer requisito, el proyecto de investigación se 
desarrolla en el entorno de PTEN y el modelo de modificación genética CRISPR/Cas9, para 
alcanzar los siguientes objetivos concretos: 
1. Optimizar el sistema CRISPR/Cas9 para introducir mutaciones en líneas celulares. 
2. Realizar un Knock-in en el locus de PTEN mediante el sistema CRISPR/Cas9 y la 
reparación por recombinación homóloga. 
3. Determinar de los efectos de la mutación, generada mediante la tecnología 




3. Materiales y métodos: 
3.1. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR 
En primer lugar, hay que preparar un gel de agarosa al 1% en TAE 1X (TAE20X: 
96,8g de Tris, 14,88g de EDTA, 22,84mL de Ácido acético glacial y H2O milliQ hasta 1L) 
y Sybr Safe DNA Gel Stain (1µL Sybr Safe DNA Gel Stain/ 10mL de TAE 1X). Para 
ello,se vierten en un matraz 100mL del tampón de electroforesis TAE y 1g de agarosa 
(1%). Se funde la solución de agarosa en un microondas. Posteriormente, se deja enfriar la 
suspensión. Mientras tanto, se sella con cinta adhesiva el soporte donde se va a verter el gel 
de agarosa y se coloca el peine que servirá para formar los pocillos del gel. Una vez la 
solución de agarosa se enfria, se añade los microlitros correspondientes de Sybr Safe DNA 
Gel Stain. Se mezcla bien y se vierte la solución de agarosa y Sybr Safe DNA Gel Stain en 
el soporte previamente sellado. Se deja polimerizar durante unos 30 minutos. 
Por otro lado, se añade a cada tubo de PCR 10µL de LB DNA 6X (360µL de EDTA 
0.5M, 9mL de glicerol 100%, trazas de Bromofenol azul y enrasar hasta 30mL con H2O 
mQ) o de Orangina (10mM EDTA 0.5M pH6.8, 10mM TRIS, 30% glicerol, Orange G y 
enrasar hasta 20mL con H2O mQ) según el peso molecular de los productos de PCR 
obtenidos. Estos dos componentes nos ayudan, tanto a la hora de cargar las muestras en el 
gel, debido a la densidad del glicerol, como para saber dónde está el frente de migración del 
gel. 
Una vez el gel esta polimerizado, se quita la cinta adhesiva y se coloca el gel junto 
al soporte en una cubeta de electroforesis que contiene TAE 1X, de tal forma que los 
pocillos queden en la zona del cátodo. Se cargan en los pocillos las muestras preparadas 
anteriormente y se conectan los electrodos a la fuente de alimentación. Se programa la 
fuente a unos 100 voltios y se comienza a correr la electroforesis que durará unos 30-45 
minutos. Una vez acabada la electroforesis se visualizan los fragmentos de DNA mediante 
luz UV y se realiza una fotografía de la imagen. 
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3.2. Diseño y manipulación de los sgRNAs contra la secuencia de PTEN 
3.2.1. Diseño de sgRNA 
Para realizar el diseño de los sgRNAs, en primer lugar, se debe realizar una 
búsqueda bioinformática en la base de datos genómicos on-line Ensembl 
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sequence?db=core;g=ENSG00000171862;r
=10:87863113-87971930), para así poder obtener la secuencia deseada del gen PTEN, es 
decir, la secuencia del extremo 5’UTR, el primer exón y parte del primer intrón (Figura 
Sup3.). Una vez se dispone de esta información, se deben buscar, entorno a la zona 
deseada, posibles secuencias PAM que son requisito para poder diseñar el sgRNA. Como 
se muestra en la figura 5, una vez se eligen las secuencias PAMse puede proceder a diseñar 
las diferentes secuencias de los sgRNA que consisten en los 20 nucleótidos adyacentes en 
5’ a la secuencia PAM. En este estudio, hemos seleccionado 6 secuencias PAM. 
 Los sgRNAS se sintetizan artificialmente en forma de oligonucleótidos.  
 
Figura 5. Diseño de secuencias de sgRNA especifica de genoma 
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3.2.2. Clonaje de los sgRNA 
Las secuencias de los sgRNAs anteriormente diseñadas deben clonarse en un vector 
plasmídico, con el que posteriormente transfectaremos nuestras líneas celulares de interés. 
En este caso, se elige el plásmido pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) (addgene #48138). 
En primer lugar, nuestro sgRNA debe ligarse a un sgRNA scaffold presente en este 
plásmido, y que se encuentra bajo el control del promotor U6. “Up-stream” de esta 
secuencia, hay una diana de restricción para la enzima BbsI que nos servirá para ligar los 
oligos diseñados de las secuencias sgRNA específicas de genoma. Para ello, a las 
secuencias diseñadas por nosotros como sgRNA debemos incorporarles la hemidiana de 
dicha enzima para poder clonarlos correctamente en el vector (Figura Sup4).  
Además, el vector PX458 también tiene bajo el control del promotor CBh el gen de 
la hSpCa9 y de la EGFP (Figura 5.), por lo que a su vez nos valdrá para introducir en la 
célula el segundo componente necesario para el funcionamiento del sistema CRISPR/Cas, 
el gen hSpCas9, que codifica para la proteína humanizada Cas9 de S. pyogenes; así como el 
gen EGFP, que nos servirá como marcador de una buena transfección del plásmido.  
En primer lugar, se lleva a cabo, para cada sgRNA, la hibridación de los dos primers 
que dará como resultado la futura secuencia guía del sgRNA, es decir, un oligonucleótido 
de doble cadena con extremos cohesivos para la enzima BbsI y que será el inserto que se 
introducirá al vector. Para ello, los primers se disuelven en buffer de PCR y se 
desnaturalizan 5 minutos a 95C, dejando que se enfríen a temperatura ambiente. 
En segundo lugar, se lleva a cabo la digestión del vector con la enzima BbsI, y por 
último la ligación del inserto con el vector digerido. Para ello, 1mg de DNA se incuba a 
37ºC con el enzima en un volumen de 25 L. Una vez digerido, el DNA se resuelve en un 





Figura 5. Esquema parcial del vector PX458 
3.3. Transformación de bacterias competentes E. coli DH5α mediante 
choque térmico 
En primer lugar, se descongelan en hielo unos 50 μL de células de E. coli DH5α. 
Una vez descongeladas y bajo la llama, se añade 1-5μL del DNA plasmídico sobre las 
bacterias descongeladas. Se recomienda que el volumen utilizado de plásmido supere el 
10% del volumen total de células.  
Una vez realizada la mezcla, se incuban los viales 30 minutos en hielo y, pasado 
este tiempo, se someten las células a un choque térmico. Primero se introducen los viales en 
un baño a 42ºC durante 45 segundos. Rápidamente, transcurrido este tiempo, se traspasan 
de nuevo a hielo y se dejan reposar durante 2 minutos.  
Una vez realizado el choque térmico, bajo llama, se añaden a cada vial 250-300μL 
de medio LB previamente calentado, y se incuban a 37ºC a 100-300rpm durante 1 hora. 
Finalmente, se siembran con el asa de Digralsky las células en placas de LB-agar 
suplementadas con los antibióticos adecuados para la selección de las células 
transformadas. Se deja la placa hacia arriba para que se absorba la mezcla durante unos 
minutos, y finalmente se incuba la placa, hacia abajo, overnight a 37ºC. 
Es aconsejable realizar todo este procedimiento también para un control negativo, es 
decir bacterias competentes a las cuales no se les ha añadido plásmido.  
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3.4. Screening de colonias por digestión del plásmido PX458 con las 
enzimas FpsI y Bbs1. 
3.4.1. Extracción y purificación de DNA plasmídico (Miniprep) 
Algunas de las colonias que hayan crecido en las placas se pican con una punta de 
pipeta, y se ponen a crecer en 3 mL de LB junto con 3 µL de Ampicilina y una punta de 
pipeta con la que habremos picado la colonia elegida. Esta mezcla se deja overnight en 
agitación a 37ºC. A la mañana siguiente, se centrifuga el cultivo bacteriano, que ha crecido 
a lo largo de toda la noche, durante 20 minutos a 4000rpm. Se descarta el sobrenadante, 
intentando dejar el pellet bacteriano lo más seco posible. Luego, se resuspende el pellet en 
360 µL de Buffer P1 (6,06g TRIS, 3,72g Na2EDTA·2H2O, 100mg de RNase A, H2O milliQ 
hasta ajustar a 1L. pH: 8.0), y se deja 2 min a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo, se 
añaden 360 µL de Buffer P2 (950mL de H2O mQ, 8g de NaOH y 20g de SDS), se realizan 
varias inversiones suaves y se deja 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido 
el tiempo, se añaden 360 µL del Buffer P3 (294,5g de potasio, mL de H2O mQ hasta 1L, 
pH: 5,5), se realizan varias inversiones suaves, y se incuba en hielo durante 10 minutos. 
Pasado este tiempo, se centrifuga durante 20 minutos a 4000rpm. Tras centrifugar, se 
rescata el sobrenadante (filtrándolo con una gasa) y se añaden 2,5 volúmenes de etanol 
100%. Se mezcla por inversión y se guarda a -20ºC entre 20 minutos y 1 hora. Pasado este 
tiempo, se centrifuga 45 minutos a 4000 rpm. Se elimina el sobrenadante y se lava el pellet 
con etanol 70% frio. Se centrifuga durante 20 minutos, y finalmente, el pellet de DNA 
plasmídico se resuspende, en campana, en 25μL de H2O milliQ estéril.  
Para llevar a cabo la cuantificación de la concentración del plásmido, preparamos 
50 µL  de una dilución 1/10 y 1/100 de nuestro plásmido en H2O milli Q estéril y se corren 
las muestras en un gel de agarosa. Además, se preparan las mismas diluciones con un DNA 
plasmídico de concentración conocida. Estas dos diluciones finales permiten calcular de 
manera aproximada la concentración de nuestro plásmido, comparando la intensidad de 
banda de nuestro plásmido con el control.  
3.4.2. Digestión de los plásmidos purificados 
A la mañana siguiente, tras la incubación, se debe realizar un screening de colonias 
recombinantes y así asegurarnos de que las colonias obtenidas se han transformado con el 
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plásmido que lleva el inserto integrado correctamente. Para ello, no se puede realizar una 
PCR convencional con primers que flanquen  la zona de inserción, puesto que la diferencia 
de nucleótidos entre la banda obtenida para el plásmido vacío y la banda obtenida para el 
plásmido que ha integrado el sgRNA es tan poca que no se puede apreciar al correr los 
productos de PCR en un gel de agarosa. Por ello, se lleva a cabo una digestión con las 
enzimas FpsI y BbsI de los plásmidos, ya que cuando se lleva a cabo el clonaje de los 
sgRNA en el plásmido PX458, se está a la vez eliminando una de las dos dianas de 

























Tabla 1. Condiciones de digestión de los plásmidos PX458-sgRNAs 
Las muestras digeridas se corren en un gel de agarosa para comprobar que colonias son las 
que se han transformado correctamente y cuales no. 
3.5. Extracción y purificación de DNA plasmídico (Maxiprep) 
Una vez se tiene el conocimiento de que colonias son las que se han transformado 
correctamente, se ponen a crecer 100 mL de LB junto con 100 µL de Ampicilina y una 
punta de pipeta con la que habremos picado la colonia elegida. Esta mezcla se deja 
overnight en agitación a 37ºC. A la mañana siguiente, se centrifuga el cultivo bacteriano, 
que ha crecido a lo largo de toda la noche, durante 20 minutos a 4000rpm. Se descarta el 
sobrenadante, intentando dejar el pellet bacteriano lo más seco posible. Luego, se 
resuspende el pellet en 12 mL de Buffer P1 (6,06g TRIS, 3,72g Na2EDTA·2H2O, 100mg 
de RNase A, H2O milliQ hasta ajustar a 1L. pH: 8.0), y se deja 2 min a temperatura 
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ambiente. Pasado ese tiempo, se añaden 12 mL de Buffer P2 (950mL de H2O mQ, 8g de 
NaOH y 20g de SDS), se realizan varias inversiones suaves y se deja 5 minutos a 
temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, se añaden 12 mL del Buffer P3 
(294,5g de potasio, mL de H2O mQ hasta 1L, pH: 5,5), se realizan varias inversiones 
suaves, y se incuba en hielo durante 10 minutos. Pasado este tiempo, se centrifuga durante 
20 minutos a 4000rpm. Tras centrifugar, se rescata el sobrenadante (filtrándolo con una 
gasa) y se añaden 2,5 volúmenes de etanol 100%. Se mezcla por inversión y se guarda a -
20ºC entre 20 minutos y 1 hora. Pasado este tiempo, se centrifuga 45 minutos a 4000 rpm. 
Se elimina el sobrenadante y se lava el pellet con etanol 70% frio. Se centrifuga durante 20 
minutos, y finalmente, el pellet de DNA plasmídico se resuspende, en campana, en 500μl 
de H2O milliQ estéril.  
La cuantificación de la concentración del plásmido se realiza de la misma manera 
que la cuantificación del plásmido obtenido en la miniprep. 
 
3.5.1. Glicerinado de bacterias competentes 
Para glicerinar las bacterias competentes transformadas con nuestro plásmido de 
interés, se extrae 1mL del cultivo antes de proceder a la centrifugación. En un tubo 
eppendorf, se añaden 600µL del cultivo y 400µL de glicerol al 50% estéril. Se pone el tubo 
en contacto con N2 líquido, hasta que se congela, y finalmente, se guarda el producto 
glicerinado a -80ºC. 
3.6. Diseño y producción del molde de reparación  
El propósito de este protocolo es generar el fragmento de DNA, que por 
recombinación homológa, va a permitir obtener el KI del gen de resistencia a la puromicina 
en el gen de PTEN a partir del DSB generado por el sistema CRISPR/Cas9.  
Este fragmento debe estar formado por el gen de resistencia a la puromicina, 
flanqueado por un lado, por una secuencia del 5’UTR del gen de PTEN y por el otro lado, 
por un fragmento del exón 1 o del intrón 1 del mismo gen. Estos fragmentos flanqueantes 
van a permitir la recombinación homóloga.  
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Para generar este fragmento se siguen dos estrategias, una que genera brazos de 
homología largos y otra que genera brazos de homología cortos. 
3.6.1. Brazos de homología largos 
La generación del fragmento, con brazos de homología largos, que servirá como 
molde de reparación del DSB, se realiza mediante la amplificación por PCR; concretamente 
mediante cuatro PCR distintas (Figura 8). A continuación, se detallan los programas y las 
condiciones de las reacciones: 
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Tabla 3. Condiciones de PCR para la PCR3 
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MasterMix 2X: (Se preparan alícuotas de 100μL)   
 10μL Buffer 5X Colorless  
 8μL MgCl2 (25mM) 
 2μL dNTP’s (10mM) 
 5μL H2O MilliQ (hervida y UV) 
 
Las secuencias de los primers empleados, la longitud del fragmento amplificado y el 
molde usado son los siguientes: 
PCR1: 
- Primer Fwd: CTCGGAAGCTGCAGCCATGATG. Hibrida con la región 
5’UTR del gen PTEN. 
- Primer Rev: GTCTGGGAGCCTGTGGCTGAAGAAAAAGG. Hibrida con la 
región 5’UTR del gen PTEN. 
- DNA molde: DNA genómico de ratón 
- Longitud fragmento amplificado: 835bp correspondientes a la región 3’ del 
5’UTR del gen de PTEN 
 
PCR2: 
- Primer Fwd: TCAGCCACAGGCTCCCAGACATGACCGAGTACAAGCCCAC. 
Éste, se compone de una secuencia que corresponde a la región 3’ del fragmento 
amplificado por la PCR1 seguida de una secuencia que hibrida con el extremo 
5’ del gen de la puromicina   
- Primer Rev: TCAGGCACCGGGCTTGCGGGT. Hibrida con el extremo 3’ del 
gen de la puromicina   
- DNA molde: pLenti CMV GFP Puro (addgene #17448), se elige este plásmido 
puesto que contiene el gen de resistencia a la puromicina, facilitando así la 
amplificación del mismo. 
- Longitud fragmento amplificado: ≈700bp correspondientes a una pequeña 








- Primer Fwd: ACCCGCAAGCCCGGTGCCTGAGTATCCATTTCTGCGGCTGTTCCTC. 
Éste, se compone de una secuencia que corresponde a la región 3’ del gen de 
resistencia a la puromicina seguida de una secuencia que hibrida con el intrón 1 del 
gen PTEN. 
- Primer Rev: TGTCTTATTCAGCAAGCTGACTCAG. Hibrida con el intrón 1 
del gen PTEN. 
- DNA molde: DNA genómico de ratón 
- Longitud fragmento amplificado: 1161bp correspondientes a una pequeña 
región del extremo del 5’ del gen de resitencia a la puromicina junto con parte 
del intrón 1 de PTEN. 
El DNA genómico de ratón, utilizado como molde tanto en la PCR1 como en la 
PCR3, se obtuvo mediante la digestión de un fragmento de cola de ratón WT con sosa 
(NaOH 250mM pH12)  
Tabla 4. Condiciones de PCR para la PCR1+2+3 
Los primers usados para la amplificación de este fragmento son el primer Fwd 











Primer Fwd (10mM) 
Primer Rev (10mM) 
Taq/Pfu (5:1) 
DNA PCR 1 
DNA PCR 2 































3.6.2. Brazos de homología cortos 
La generación del fragmento, con brazos de homología cortos, que servirá como 
molde de reparación del DSB, se realiza mediante la amplificación por PCR (Figura 9). En 
este caso mediante un única PCR, con primers más largos que los empleados para la 
generación del fragmento con brazos de homología largos, se consigue generar un 
fragmento de DNA que corresponde al gen de resistencia a la puromicina flanqueado por 
70bp a  cada lado correspondientes por un lado a la región 5’UTR del gen PTEN y por el 
otro al exón 1 de PTEN. A continuación, se detalla el programa de la PCR utilizado. 
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Tabla 6. Condiciones de PCR para la PCR para generar el molde de reparación con fragmentos 
homología cortos 
PCR fragmentos homología cortos: 
- Primer Fwd: GAAGAAGCCCCGCCACCAGCAGCTTCTGCCATCTCTCTC 
CTCCTTTTTCTTCAGCCACAGGCTCCCAGACATGACCGAGTACAAGC
CCAC. Se compone de 70bp correspondientes a la región 5’UTR del gen PTEN 
seguido de una secuencia que hibrida con la región 5’ del gen de resistencia a la 
puromicina. 
- Primer Rev: AGTCTAAGTCGAATCCATCCTCTTGATATCTCCTTTTGTTT 
CTGCTAACGATCTCTTTGATGATGGCTGTGGAAACAGCTATGACCAT
G. Se compone de una secuencia que hibrida con la región 3’ del gen de 
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resistencia a la puromicina seguido de 70bp correspondientes al exón 1 del gen 
PTEN. 
- DNA molde: pmEGFP_a_tubulin_IRES_puro2b (addgene #21042), se elige este 
plásmido puesto que contiene el gen de resistencia a la puromicina, facilitando 
así la amplificación del mismo. 
- Fragmento amplificado: gen de resistencia a la puromicina flanqueado por 70bp 
de homología con el gen de PTEN a cada lado. 
3.7. Extracción y purificación de DNA a partir de gel de agarosa 
Para comenzar, todo el material empleado para la extracción y purificación del 
DNA ha de estar o bien autoclavado o bien lavado con agua y jabón. En primer lugar, se 
hace un gel de agarosa al 1% de TAE con Sybr Safe DNA Gel Stain. Por otro lado, se 
añade a cada tubo de PCR 10µL de LB DNA 6X o de Orangina. Se corren las muestras en 
el gel. Una vez nos aseguramos que la PCR ha salido bien, es decir, que las bandas 
presentan el tamaño adecuado y no se observa contaminación en el blanco, se cortan con un 
bisturí desechable las bandas de interés, con la mayor precisión posible e intentando coger 
la menor cantidad de agarosa posible.  Se ponen 2-3 recortes de agarosa en una punta de 
pipeta p1000 con filtro, a la que previamente se le ha recortado la punta, y se ésta en el 
interior de un eppendorf. Se tapa cada eppendorf con papel de aluminio y se congela a -
80ºC durante 15 minutos. Una vez transcurrido ese tiempo, se centrifuga a 7500rpm 
durante 15 minutos a 4ºC. A continuación, se añaden 1/10V de NaAc y 2,5V de EtOH frio 
al 100% sobre el volumen final que ha traspasado el filtro. Esta mezcla se congela a -80ºC 
durante 30 minutos. Una vez finalizado el tiempo, se centrifuga a 150000rpm durante 10 
minutos a 4ºC.  Tras centrifugar, se realiza un lavado con EtOH frio y, finalmente se retira 
el sobrenadante y se deja secar el pellet de DNA bajo campana. Ya seco, se resuspende 
cada eppendorf con 25µL de H2O mQ estéril. Llegados a este punto, se realiza una 




3.8. Cultivo celular de las líneas celulares en dos dimensiones 
3.8.1. Mantenimiento y siembra de las líneas 
La línea celular HEK 293T en cultivo crece adherida al sustrato, es decir en 
monocapa. Se mantiene con medio Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM) 
suplementado con 10% suero fetal bovino (FBS), 1 mmol/L HEPES, 1mmol/L de piruvato 
sódico, 2mmol/L L-glutamina, y 1% de penicilina/estreptomicina, y se incuban a 37ºC al 
5% de CO2. El procedimiento de división y siembra es el siguiente: 
En primer lugar, es necesario comprobar con el microscopio que las células están en 
perfectas condiciones. 
A continuación, y ahora ya si en la campana, se aspira el medio de cultivo de la 
placa y se hace un lavado con PBS, para eliminar el suero. Después, se procede a la 
disgregación celular, empleando tripsina al 0,25% de EDTA, que es un quelante de iones 
que debilita las interacciones celulares que necesitan la presencia de iones, como es el caso 
de las cadherinas, que necesitan calcio. Se deja actuar durante aproximadamente 5 minutos 
en el incubador. Pasado este tiempo, se observan las células al microscopio para comprobar 
que la tripsinización se ha producido eficientemente. En caso afirmativo, se añade medio 
DMEM suplementado directamente sobre la placa con el fin de inactivar la tripsina. 
Normalmente, para asegurar la completa inactivación de la tripsina, se adiciona un volumen 
de medio que sea, como mínimo, el doble del volumen usado de tripsina. Se recoge la 
suspensión celular, se centrifuga a 1000rpm durante 3 minutos y después, se aspira el 
sobrenadante y se resuspende el pellet con el mismo medio usado anteriormente. A 
continuación, se cuenta el número de células presentes por mililitro de suspensión celular, y 
una vez conocida la densidad celular, se puede proceder a plantar las células en placas de 
cultivo. 
3.8.2. Congelación y descongelación de líneas  
Para llevar a cabo la congelación de las células, se tripsinizan las placas siguiendo el 
procedimiento habitual, y finalmente, el pellet celular se resuspende en 1mL de medio de 
congelación (90% de FBS y un 10% de DMSO). Rápidamente, se ha de distribuir el 
volumen final obtenido a viales de criopreservación. Estos se dejan lo más rápido posible, 
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un mínimo de 24h, a -80ºC. Pasado este tiempo, se ha de pasar los viales al contenedor de 
N2 líquido. 
La descongelación de las células, se ha de hacer lo más rápido posible, minimizando 
al máximo el tiempo de contacto a temperatura ambiente entre las células y el medio de 
congelación. Para ello, se descongela el vial a 37ºC, y a continuación, se pasan las células a 
un tubo cónico que contenga DMEM o PBS. Se centrifuga a 1000rpm durante 5 minutos. 
Se aspira el sobrenadante, se añade 1 mL de medio de cultivo DMEM suplementado, se 
resuspende y disocia suavemente el pellet con puntas de pipeta y finalmente, se plantan las 
células en una placa de cultivo. 
3.9. Transfección de la línea HEK 293T con los sgRNA y el molde de 
reparación 
Se realizan tres experimentos distintos por separado. Por un lado, se transfectó la 
línea HEK 293T con los PX458-sgRNA y el molde de reparación con brazos de homología 
largo (Experimento 1)(Tabla 7). Después, de igual manera se transfectó con los distintos 
PX458-sgRNA y el molde de reparación, pero esta vez el que presentaba brazos de 
homología cortos (Experimento 2) (Tabla 8).  












+25μM SCR7 (μL) 






Control 100 - - - 
Control 1 Producto de PCR 100 2 - - 
Control 2 Producto de PCR 100 2 2 - 
sgRNA1 100 2 - PX458-sgRNA1 
sgRNA2 100 2 - PX458-sgRNA2 
sgRNA3 100 2 - PX458-sgRNA3 
sgRNA4 100 2 - PX458-sgRNA4 
sgRNA5 100 2 - PX458-sgRNA5 
sgRNA6 100 2 - PX458-sgRNA6 
Tabla 7. Volúmenes y componentes de las distintas condiciones en el experimento 1. 
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Condición DMEM suplementado 
+25μM SCR7 (μL) 






Control 100 - - - 
Control 1 Producto de PCR  100 2 - - 
Control 2 Producto de PCR  100 2 2 - 
sgRNA1 100 2 - PX458-sgRNA1 
sgRNA2 100 2 - PX458-sgRNA2 
sgRNA3 100 2 - PX458-sgRNA3 
sgRNA4 100 2 - PX458-sgRNA4 
sgRNA5 100 2 - PX458-sgRNA5 
sgRNA6 100 2 - PX458-sgRNA6 
Tabla 8. Volúmenes y componentes de las distintas condiciones en el experimento 2. 
El procedimiento de transfección para los dos experimentos citado anteriormente es 
el siguiente: Primeramente, se planta en una placa de cultivo de 96 pocillos (M96) la línea 
celular de interés, con una densidad celular de 2500 células/pocillo en un volumen final de 
100µL en medio 293T (500ml de DMEM, 5mL de MEM NEAA, 5mL de piruvato sódico, 
1mL de penicilina/streptomicina y 50mL de FBS inactivado). Al día siguiente, se procede a 
realizar la transfección. En primer lugar, se cambia el medio de cultivo por 80µL de medio 
DMEM no suplementado con SCR7 50mM (inhibidor de la NHEJ
65,66
) al 5% de FBS 
inactivado. Por otro lado, se prepara en un eppendorf una disolución de DMEM no 
suplementado y lipofectamina 2000 (10µL DMEM + 0,3µL lipofectamina 2000 /pocillo). A 
parte, en 7 eppendorfs diferentes, se preparan las siguientes mezclas: 
- Control: 10µL DMEM + 2µL Producto de PCR/pocillo 
- 10µL DMEM + 2µL Producto de PCR + 2µL de sgRNA1 linealizado o 2µL 
de PX458-sgRNA1/pocillo 




- 10µL DMEM + 2µL Producto de PCR + 2µL de sgRNA3 linealizado o 2µL 
de PX458-sgRNA3/pocillo 
- 10µL DMEM + 2µL Producto de PCR + 2µL de sgRNA4 linealizado o 2µL 
de PX458-sgRNA4/pocillo 
- 10µL DMEM + 2µL Producto de PCR + 2µL de sgRNA5 linealizado o 2µL 
de PX458-sgRNA5/pocillo 
- 10µL DMEM + 2µL Producto de PCR + 2µL de sgRNA6 linealizado o 2µL 
de PX458-sgRNA6/pocillo 
Después, se añaden 10µL por pocillo de la mezcla de DMEM+ lipofectamina sobre 
los eppendorfs que llevan los sgRNA y el molde de reparación. Se agitan suavemente y se 
incuban durante 20 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se añaden 20µL de la mezcla 
por pocillo según la condición requerida. 
Al día siguiente de la transfección, se cambia el medio de cultivo por medio DMEM 
suplementado con 10% suero fetal bovino (FBS), 1 mmol/L HEPES, 1mmol/L de piruvato 
sódico, 2mmol/L L-glutamina, y 1% de penicilina/estreptomicina, y 250mM de SCR7.  
Una semana después, las células en las que se haya producido la recombinación 
homóloga de manera eficiente, serán resistentes a la puromicina. Así pues, y con el fin de 
seleccionarlas, se cambia el medio por 100µL de DMEM suplementado, 250mM de SCR7 
y 5µg puromicina/mL de medio. Se debe cambiar el medio con la selección dos veces por 
semana hasta que comiencen a crecer clones resistentes.  
3.10. Western Blot 
En el Western Blot, el primer paso es la obtención de los lisados celulares de cada 
una de las condiciones de estudio. Para comenzar, se hace un lavado de las células, de 
interés con PBS y se lisan con buffer de lisis (2% sodium dodecyl sulphate (SDS), 125 
mmol/L Tris-HCl, pH 6.8). Los lisados se recogen en eppendorfs, se sonican y se 
cuantifican (Lowry) con un kit específico para proteína, para determinar la concentración 
proteica de cada muestra.  
A continuación, se carga en el gel de acrilamida la misma cantidad de proteína de 
cada una de las condiciones y se someten a separación electroforética SDS-PAGE (sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis). Las proteínas separadas se transfieren 
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a una membrana polyvinylidene difluoride (PDVF), que se bloquea después durante 1 hora 
leche desnatada al 2% en TBST (20 mmol/L Tris-HCl, pH 7.4, 150 mmol/L NaCl, 0.1% 
Tween-20). La membrana se incuba tota la noche en agitación a 4ºC con el anticuerpo 
primario, y después de tres lavados con TBST, se puede incorporar el anticuerpo 
secundario conjugado a peroxidasa durante 1 hora. Finalmente, se repiten los lavados, y se 
revela la membrana. Las señales se detectan por quimioluminiscencia con Luminata
TM
 
Forte Western HRP Sustrate en el ChemiDoc MP Imagining System. 
Los anticuerpos primarios empleados en este trabajo son: anti-pAkt (Ser473), anti-
PTEN y anti-α-Tubulina. La tubulina se utiliza como control de carga. Los anticuerpos 
secundarios utilizados son anti-IgG-ratón y anti-IgG-conejo. 
4. Resultados  
4.1. Screening de colonias por digestión del plásmido PX458 con las 
enzimas FpsI y Bbs1. 
El plásmido usado para el clonaje de los diferentes sgRNAs, el PX458, contiene, 
entre otras muchas, las secuencias de  las dianas de restricción de las enzimas FpsI y Bbs1. 
Cuando se realiza de manera satisfactoria el clonaje del sgRNA en este plásmido, la diana 
de restricción desaparece, por lo que el uso combinado de ambas enzimas de restricción, 
nos permitirá distinguir entre una colonia transformada que posea el plásmido PX458 vacío 
de otra que posea el plásmido clonado. En el primer caso, las dos enzimas podrán cortar al 
plásmido, generando dos fragmentos de diferentes tamaños, uno de 8000bp y otro de 
1300bp. En el segundo caso, solo la enzima FpsI cortará al plásmido, generando un 
fragmento de 9320bp, que corresponden a los 9300bp del vector vacio junto con los 20bp 
pertenecientes a la secuencia del sgRNA especifica de genoma que ha sido clonada. 
Por ello, con el fin de poder seleccionar que colonias de E. coli DH5α son las que se 
han transformado correctamente con el plásmido portador de los sgRNA y cuales no se han 
transformado correctamente, o han integrado el plásmido vacío, se lleva a cabo una 
digestión de los plásmidos purificados tal y como se ha explicado  en el apartado materiales 
y métodos. Tras correr las muestras digeridas en el gel de agarosa, podemos observar en la 
Figura 6 que las colonias seleccionadas habían sido transformadas correctamente con los 
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PX458-sgRNAs, puesto que presentaban una única banda de 9320bp. Además, podemos 
estar seguros que la digestión se había realizado de forma satisfactoria y que por tanto la 
banda no correspondía al vector no digerido, puesto que se realiza una digestión paralela 
del vector vacío, y esta nos da dos fragmentos, echo que demuestra que las enzimas han 
actuado correctamente. Para asegurarnos del todo que esto es así, y que por tanto tenemos 
colonias transformadas con los vectores PX458-sgRNAs, mandamos a secuenciar dichos 
plásmidos.  
 
Figura 6. Screening de colonias transformadas con los plásmidos PX458-sgRNAs 
4.2. Obtención del molde de reparación  
Varios artículos describen como mediante el uso del sistema CRISPR/Cas se puede 
generar con relativa facilidad un knock-out de un gen determinado, mediante la reparación 
no homóloga del DSB generado por la nucleasa Cas9. Este sistema no permite realizar una 
selección de las células que han sufrido la mutación, ya que solo produce la pérdida de 
expresión del gen diana, haciendo más complejo el aislamiento del clon o clones  
transfectado/s del resto de células no transfectadas. Por ello nos plateamos utilizar el 
sistema de reparación por recombinación homóloga, el HDR, como estrategia para generar 
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un KI de un gen de selección, el gen de resistencia a la puromicina, en el gen diana, PTEN. 
De esta forma, mediante la adicción de puromicina, se pueden seleccionar las células 
transformadas, facilitando así el estudio de las líneas mutantes generadas. 
Como se ha explicado en el apartado material y métodos, para llevar a cabo KI del 
gen de resistencia a la puromicina, en primer lugar, se debe generar, mediante PCR, el 
fragmento que servirá como molde de reparación del DSB producido por la proteína Cas9. 
Se llevan a cabo dos experimentos, uno con brazos de homología cortos y otro con brazos 
de homología largos. 
El proceso de generación del fragmento de reparación con brazos de homología 
largos es un procedimiento largo y que implica la realización de muchos pasos. Debido a 
estos inconvenientes, en primer lugar, con el fin de agilizar el experimento, se probó 
realizar la síntesis de un molde de reparación, con brazos de homología cortos. La 
obtención de éste fragmento requiere una única PCR (Tabla 6), de ahí que la obtención del 
fragmento sea rápida y con ello, la realización del experimento en general se vea agilizada, 
además, de reducir el gasto económico.   
Este molde de reparación se genera mediante el uso de dos primers de 90bp. Como 
se muestra en la figura 7, ambos hibridan 20bp en los extremos del gen de resistencia a la 
puromicina. Las 70bp restantes de la secuencia de los primers en el extremo 5’, 
corresponden en uno de los casos a una secuencia homologa a la región 5’UTR del gen 
PTEN, y en el otro caso, coincide con una región del exón 1 del gen PTEN. 
 
 
Figura 7. Esquema de PCR del fragmento de brazos homología cortos 
 
Vistos los resultados obtenidos al trabajar con el fragmento de homología cortos, 
como segundo objetivo, se llevó a cabo la producción de un nuevo fragmento molde a partir 
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del cual se dará la recombinación, el cual tendrá brazos de homología largos que flanquean 
la región de corte de la Cas9. La secuencia de este molde de reparación, tal como se 
muestra en la Figura 8, está formado por el gen de resistencia a la puromicina, que presenta 
en su extremo 5’ una secuencia de 835bp homóloga a un fragmento de la región 5’UTR del 
gen PTEN, y en su extremo 3’ una secuencia de 1140bp correspondientes a un fragmento 
del intrón 1 de PTEN.  
El molde de reparación con brazos de homología largos se genera mediante cuatro 
PCRs (Tabla 3, Tabla 4 y Tabla 5). Como se muestra en la Figura 8, la PCR1 genera un 
fragmento de 835bp que corresponde a la secuencia de la región 5’UTR del gen PTEN 
próxima al locus donde la Cas9 realizará los cortes con los diferentes sgRNAs. A su vez, la 
PCR2, da como producto un fragmento de aproximadamente 700bp, que corresponde al gen 
de resistencia a puromicina que lleva en el extremo 5’ una secuencia de unos 20 
nucleótidos que presentan homología con la región 3’ del fragmento generado en la PCR1. 
Por otro lado, la PCR3 da un fragmento de 1161bp, que se constituye de 21bp del extremo 
3’ del gen de resistencia a la puromicina, seguidos de 1140bp pertenecientes a un 
fragmento del intrón 1 de PTEN. Los productos de las diferentes PCRs se analizan 
mediante electroforesis en gel de agarosa. Se puede observar que solo se ha amplificado un 
único fragmento por PCR y que los productos resultantes presentan el tamaño de bando 
adecuado, en base al marcador 1Kb DNA ladder. 
El fragmento obtenido a partir de la realización de la PCR1+2+3 (Tabla 5) tiene 
aproximadamente 2650bp. Al correr el producto de la PCR en un gel de agarosa, se observa 
que, al contrario de lo que ocurre con las otras tres PCRs, no se consigue un fragmento 
único; se obtienen varios fragmentos de diversos tamaños, entre los cuales está el 











4.3. Knock-in del gen de resistencia a la puromicina en el gen de 
PTEN mediante PX458-sgRNA y molde de reparación con brazos de 
homología cortos 
La literatura científica describe a PTEN como uno de los genes supresores 
tumorales que aparece mutado con mayor frecuencia en una gran diversidad de cánceres 
humanos. Una proporción significativa de estas patologías oncológicas presentan 
deficiencia en el gen de PTEN, como por ejemplo los carcinomas de endometrio, de 
tiroides, próstata y mama. Las mutaciones en PTEN dan lugar a una desregulación de la vía 
PI3K/Akt/mTOR y consecuentemente, a una proliferación celular descontrolada, 
característica de las células tumorales. Así pues, las alteraciones en PTEN juegan un papel 
crucial en la iniciación y progresión tumoral6–9. Todo esto indica la importancia de este 
gen en la señalización tumoral. Teniendo en cuenta estos datos, se optó por generar, 
mediante el uso del sistema de edición genómica CRISPR/Cas9, una línea celular mutante 
para el gen de PTEN que mimetizase el comportamiento de las células cancerígenas con 
alteraciones en este gen. De este modo, se puede estudiar in vitro los efectos de la 
deficiencia de expresión de PTEN mediante el análisis por Western Blot. Además, para 
facilitar dicho estudio, simultáneamente a la perdida de PTEN, se realizó la introducción en 
el locus de PTEN el gen de resistencia a la puromicina, para así poder seleccionar las 
células transfectadas. 
Para alcanzar este objetivo, se llevó a cabo la generación de una línea celular 
mutante de HEK 293T, Knock-in para el gen de resistencia a la puromicina en el gen de 
PTEN, utilizando el sistema CRISPR/Cas9, y la edición genómica ligada a éste basada en la 
reparación homologa directa (HDR) mediante la cotransfección del plásmido PX458 
clonado con el correspondiente sgRNA y el molde de reparación con brazos de homología 
cortos (Figura 9). Así entonces, se transfectó con lipofectamina las células HEK 293T, 






Figura 9. Esquema de la recombinación homóloga con el fragmento con brazos de homología 
largos. 
 
Tal como se muestra en figura 10, la transfección resultó satisfactoria, puesto que  
en las condiciones donde el plásmido portador del EGFP estaba presente,  había un cierto 
porcentaje de células que emitían fluorescencia de color verde. De esta forma, nos 
aseguramos que algunas de las células están también expresando el gen de la hSpCas9 y los 
sgRNA correspondientes.  
 
Figura 10. Imágenes en contraste de fases y fluorescencia de células HEK 293T 
transfectadas con PX458-sgRNA y el fragmento de homología cortos 
 
Como se puede apreciar en la figura 11, tras llevar a cabo la selección de las células 
transfectadas con puromicina, se observó un 100% de muerte celular en las condiciones 
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control. Por el contrario, en algunas de las condiciones donde sí que habíamos añadido el 
producto de la PCR como, por ejemplo, en las condiciones PX458-sgRNA5 y PX458-
sgRNA6, se observó crecimiento celular clonal. También se detectó una disminución del 
número de células verdes por campo fotografiado con respecto a las que había tras 
transfectar. 
 
Figura 11. Imágenes de contraste de fases y fluorescencia de células HEK 293T 
transfectadas, seleccionadas con puromicina. 
 
Finalmente, tras la selección, aparecieron clones resistentes a la puromicina en dos 
condiciones. Estas son en las que aparte del molde de reparación con los brazos de 
homología largos, añadimos el plásmido PX458 clonado con el sgRNA5 y el sgRNA6. En 
la figura 12 se puede observar que existe un nivel de expresión de PTEN diferencial entre 
las distintas condiciones. Por un lado, en el caso de la condición PX458-sgRNA5, la 
expresión de PTEN y p-Akt no se ve alterada. En cambio, los niveles de PTEN en la 
condición PX458-sgRNA6 se ven disminuidos. En este caso, el nivel de la p-Akt se 




Figura 12. Western Blot de la línea HEK 293T transfectadas con las diferentes 
combinaciones del PX458 y el molde de reparación con los brazos de homología cortos 
 
4.4.  Knock-in del gen de resisistencia a la puromicina en el gen de 
PTEN mediante PX458-sgRNA y molde de reparación con brazos de 
homología largos 
De la misma forma, se llevó a cabo la generación de una línea celular mutante de HEK 
293T, Knock-in para el gen de resistencia a la puromicina en el gen de PTEN, utilizando el 
sistema CRISPR/Cas9, y la edición genómica ligada a éste basada en la reparación 
homologa directa (HDR), mediante la cotransfección del plásmido PX458 clonado con el 
correspondiente sgRNA y esta vez el molde de reparación con brazos de homología largo 
(Figura 13).  
Para ello, se transfectó con lipofectamina las células HEK 293T, siguiendo el protocolo de 





Figura 13. Esquema de la recombinación homóloga con el fragmento con brazos de 
homología largos. 
Tal como se muestra en la Figura 14, la transfección del plásmido, que es portador 
del gen EGFP, resultó satisfactoria en las condiciones donde estaba presente, puesto que un 
cierto porcentaje de células emitía fluorescencia de color verde. De esta forma, nos 
aseguramos que algunas de las células están también expresando el gen de la hSpCas9 y los 
sgRNA correspondientes.  A su vez, tanto en el control en el que no se añade ni producto de 
PCR ni plásmido, como en el que no se añade más que el producto de PCR, a pesar de 
haber células, como se puede ver en la figura 10, no hay ninguna fluorescente al mirarlas 
bajo el microscopio de fluorescencia, debido a la ausencia del plásmido durante la 




Figura 14. Imágenes en contraste de fases y fluorescencia de células HEK 293T 
transfectadas con PX458-sgRNA y el fragmento de homología largo 
Como se puede apreciar en la figura 15, tras llevar a cabo la selección de las células 
transfectadas añadiendo 5µg de puromicina por mL de medio, en las condiciones control, es 
decir, en las que no habíamos añadido el molde de reparación, al no presentar el gen de 
resistencia al fármaco, se observa un 100% de muerte celular. Por el contrario, en algunas 
de las condiciones donde sí que habíamos añadido el producto de la PCR, como por 
ejemplo, en los pocillos donde habíamos añadido el plásmido PX458-sgRNA3 y PX458-
sgRNA4, se observa crecimiento celular clonal. También se detecta una disminución del 
número de células verdes por campo fotografiado. 
Figura 15. Imágenes de contraste de fases y fluorescencia de células HEK 293T 




Finalmente, tras la selección, en cinco de las nueve condiciones aparecieron clones 
resistentes a la puromicina. Estas son en las que aparte del molde de reparación con los 
brazos de homología largos, añadimos el plásmido PX458 clonado con el sgRNA1, 
sgRNA3, sgRNA4, sgRNA5 y sgRNA6. Al final, durante el proceso de selección, en uno 
de los pocillos de la condición control, donde transfectamos únicamente el plásmido 
PX458, sin ningún sgRNA clonado, y el producto de PCR, también apareció un clon 
resistente. No obstante, como se puede observar en la figura 16, la expresión de PTEN no 
se vio afectada. 
En la figura 16, se evidencia la existencia de una gran variedad de niveles de 
expresión de PTEN entre los diferentes sgRNAs utilizados. Por un lado, como es el caso de 
la condición PX458-sgRNA1 y la condición PX458-sgRNA4, la expresión de PTEN no se 
ve alterada. En cambio, los niveles de PTEN en la condición PX458-sgRNA3, PX458-
sgRNA4 y PX458-sgRNA5 se ven disminuidos, pero no desaparecen completamente. 
Además, en los tres casos, el efecto de la pérdida de PTEN correlaciona con un aumento de 
la expresión de p-Akt, demostrando así, que la pérdida de PTEN mediante el sistema 
CRISPR/Cas9 tiene un impacto directo en la señalización por la vía PI3K/Akt/mTOR. En 
el caso de la condición  PX458-sgRNA3, la pérdida de PTEN es total. No obstante, en las 
condiciones PX458-sgRNA4 y PX458-sgRNA5 aún es posible detectar ciertos niveles de 
expresión de PTEN.  
 
 
Figura 16. Western Blot de la línea HEK 293T transfectadas con la diferentes 
combinaciones del PX458 y el molde de reparación con los brazos de homología largos. 
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5. Discusión  y conclusiones 
Una vez realizados los dos experimentos de transfección probando los diferentes 
fragmentos de homología se concluyó que, en nuestro caso, el experimento en el que 
empleamos los brazos de homología largos, el sistema CRISPR/Cas9 presenta una mayor 
eficacia y eficiencia con respecto al experimento donde se usaron el fragmento de 
reparación con brazos de homología cortos. Puesto que en el primer caso el número de 
clones resistentes a puromicina y pérdida de expresión de PTEN era mayor que en el 
segundo experimento. Mediante este experimento se consiguió un clon  con pérdida total de 
expresión de PTEN, que sugiere, que el sistema CRISPR/Cas9 ha conseguido disrupcionar 
ambas copias de PTEN. En diversos trabajos donde se compara la eficacia y eficiencia de 
diferentes moldes, se ha visto que el molde debe tener un alto grado de homología con la 
secuencia de DNA endógeno en sus regiones inmediatamente adyacentes al DSB, es decir, 
el lugar de homología debe encontrarse a menos de 100 pares de bases o, idealmente, 10bp 
de distancia del sitio de corte
67
 Éste, por tanto no es el problema causante de la mala 
eficiencia de nuestro molde con brazos de homología cortos, puesto que cumple este  
requisito. Otra de las consideraciones que se deben hacer a la hora de diseñar el molde de 
reparación es el del tipo de mutación que se quiere introducir por recombinación homóloga. 
Según esta descrito, se debe utilizar un molde cuyos brazos de homología tendrán una 
longitud  aproximada de entre 50 y 80bp cada uno, si el cambio a introducir no es de un 
tamaño superior a 50bp. En cambio, para cambios que impliquen un tamaño superior a 
100bp, los brazos flanqueantes han de tener una extensión de alrededor de 800 bases, y se 
ha visto que la eficiencia del sistema se reduce
68
. El molde de reparación empleado en este 
trabajo, se ha diseñado para introducir todo el gen de resistencia a la puromicina dentro del 
exon1 de PTEN, lo que supone un cambio de aproximadamente 700bp, por lo que es 
normal que al emplear brazos de homología de 70bp la eficiencia del sistema sea reducida.  
Los resultados que obtuvimos en este trabajo para la generación del KI del gen de 
resistencia a la puromicina en el locus de PTEN, tanto en el experimento que usamos 
brazos de homología largos, como en el que usamos brazos de homología cortos, reflejan 
un problema asociado a la integración inespecífica del molde de reparación. Como 
podemos observar en la Figuras 12 y 16, en las condiciones en las crecen clones resistentes 
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a la puromicina, la perdida de expresión de PTEN puede ser parcial, total o nula. En las 
condiciones en las que la expresión de PTEN se disminuye, pero no se elimina, puede ser 
debido a dos motivos. O bien el sistema CRISPR/Cas ha actuado únicamente en uno de los 
dos alelos del gen PTEN y por tanto ha generado una línea celular con una única copia del 
gen de PTEN, lo que al ser un supresor tumoral es suficiente para alterar la vía 
PI3K/Akt/mTOR, o bien, en el pocillo había crecido dos clones resistentes a la puromicina, 
uno KO para PTEN y otro con una integración al azar del gen de la puromicina que no haya 
producido la delección de PTEN pero si la adquisición de la resistencia a la puromicina. En 
las condiciones en la que la pérdida de PTEN es total, es porque el sistema CRISPR/Cas9 
ha actuado eficazmente en los dos alelos del gen de PTEN y por tanto se ha generado una 
línea celular resistente a la puromicina y KO para el gen de PTEN. Por el contrario, en las 
condiciones en las que crecen colonias resistentes a la puromicina, pero la expresión de 
PTEN no se ve afectada,  será debido a la integración al azar del molde de reparación. Es 
importante remarcar que, en principio, el molde de reparación fue diseñado para evitar que 
el gen de la puromicina se expresase en caso de inserción al azar, ya que carece de 
promotor. Con esto, suponíamos que en caso de recombinación homóloga la puromicina se 
expresaría ya que quedaría bajo la influencia del promotor de PTEN. Desafortunadamente, 
hemos observado que la inserción al azar en el genoma puede darse en lugares donde el gen 
de la puromicina queda bajo la influencia de otros promotores que inician su expresión.  
Hemos de destacar que el análisis de la introducción de mutaciones se ha hecho de 
manera funcional mediante selección con puromicina y por análisis del efecto de la 
introducción de mutaciones sobre la expresión de la proteína PTEN. Esto ha permitido un 
análisis relativamente rápido. De todas maneras, en el futuro analizaremos el DNA de estas 
células para conocer exactamente las mutaciones introducidas. 
También cabe la posibilidad que la inserción al azar del gen de la puromicina se 
produzca en regiones off-target de la Cas9, es decir, en regiones donde la Cas9 ha cortado 
el DNA de manera no deseada. Estos efectos off-target se dan porque en el organismo de 
origen del sistema CRISPR/Cas9 su función de defensa contra elementos nucleotídicos 
externos, puede ser útil el reconocimiento y destrucción de DNA viral o plasmídico 
hipervariable. Sin embargo, esta relativa flexibilidad en el reconocimiento de secuencias 
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variables, cuando el sistema se saca de su contexto original y se dedica a la modificación 
genómica, genera mutaciones indeseadas más allá de la región diana y resulta en efectos 
colaterales indeseados
69
. Para evitar los efectos indeseados de los off-target es necesario 
realizar correctamente el diseño del RNA guía evitando que éste pudiera coincidir con más 
de una secuencia tanto codificante como no codificante mediante el estudio de la 
secuenciación del genoma de la célula a modificar y sirviéndose de herramientas de 
búsqueda de off-target disponibles en páginas de internet especializadas en CRISPR-Cas. 
Con respecto a esto, algunos estudios verifican que un alto contenido en G+C promueve 
una mejor hibridación mientras que un bajo contenido en estas bases, así como una 
horquilla de desapareamiento en la unión DNA-RNA aumentan los off-target
70
. En 
definitiva, se debe tratar, en la medida de lo posible, de aparear las bases del sgRNA y la 
diana de modo que éstas coincidan al 100%. 
Recientemente, se ha demostrado que la introducción  de ribonucleoproteínas que 
contienen la Cas9 recombinante purificada, y un sgRNA sintetizado in vitro, reduce 
enormemente los off-target, a la vez que incrementa la eficiencia de edición genómica.   La 
explicación de la reducción de los off-targets es que la ribonucleoproteína ejerce su función 
sobre el DNA y después se degrada. En cambio cuando se introduce la Cas9 en forma de 
plásmido dentro de la célula,  esta puede expresarse de manera más continua y así 
aumentando su unión a dianas inespecíficas
71
. 
Como pudimos observar al llevar a cabo la selección con puromicina, la capacidad 
de editar el genoma de mamíferos con una alta eficiencia es uno de los puntos críticos para 
alcanzar el pleno potencial del sistema CRISPR/Cas, puesto que la aparición de clones 
resistentes a la puromicina era a lo sumo de uno o dos clones por pocillo. Para promover el 
aumento de dicha eficiencia, en este trabajo, se empleó una  pequeña molécula, el SCR7, la 
cual se ha descrito que incrementa la eficiencia de la reparación por recombinación 
homóloga.  Mediante el uso del SCR7 se logra una mayor eficiencia de reparación 
homóloga debida a que este fármaco inhibe la actuación de proteínas involucradas en el 
NHEJ, tales como el complejo KU70/80, Artemisa, la Ligasa IV/XRCC4, la Pol μ y la Pol 
λ, favoreciendo así la actuación de las proteínas implicadas en la HDR65. Recientemente se 
ha descrito el uso de otros fármacos como el RS-1, un potenciador de la HDR, que estimula 
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la proteína RAD51, ésta está implicada en la recombinación homóloga humana
72–74
. En 
estos trabajos se observa una mayor eficiencia en las condiciones tratadas con el RS-1 que 
con el SCR7, con lo que en futuros experimentos probaremos de añadir este fármaco en el 
lugar donde añadíamos el inhibidor de NHEJ. 
En general, el mecanismo de reparación de daño ligado al sistema CRISPR/Cas9 
presenta una mayor eficiencia y un menor número de off-targets en células embrionarias 
humanas (ES) y en células iPS que en líneas celulares inmortalizadas, puesto a que a pesar 
de tener un menor índice de transfección, al presentar una mayor tasa replicativa, poseen 
una maquinaria de reparación de daños en el DNA más activa
75
. Es por esto que se hace 
patente la necesidad de probar el sistema en células madre que permitan aumentar la 
eficiencia y reducir el número de modificaciones en dianas inespecíficas. 
 
CONCLUSIONES 
Habiendo revisado todos los puntos importantes relacionados con la aplicación de 
CRISPR-Cas como sistema que permite editar genomas, se llega a una serie de 
conclusiones.  
1. La importancia de la investigación básica, gracias a la cual, a lo largo del tiempo, el 
descubrimiento de microorganismos portadores de unas secuencias a las que no se 
conocía función ha permitido, en la actualidad, la creación y el uso de una de las 
herramientas más prometedoras para la ingeniería biológica. 
2. La gran aplicabilidad del sistema CRISPR/Cas en cantidad de procesos y áreas de la 
ciencia como mejora de procesos industriales, medicina y farmacología, mejora de 
cultivos y un largo etcétera. 
3. El sistema CRISPR/Cas es una herramienta tan nueva que aún se desconoce en su 
totalidad su mecanismo y sus componentes, por lo que aún queda un largo recorrido 
en cuanto a la optimización de sus resultados. 
4. El sistema CRISPR/Cas es un herramienta prometedora en el campo de la 
investigación biomédica. Por ejemplo, se está intentando implantar el uso del 
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sistema CRISPR/Cas9 in vivo como modelo de generación de modelos murinos para 
diversos genes de interés para el estudio en investigación básica y la realización de 
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Figura Sup1. Procesamiento del pre-crRNA para generar los diferentes crRNAs 
 
 
Figura Sup2. : Fases del mecanismo de acción del “sistema inmune” de microorganismos 





Figura Sup3. Fragmento de la secuencia del gen de PTEN. En morado la secuencia 5’UTR, 
























































Figura Sup4. Primers diseñados para la realización del clonaje de las secuencias específicas 




















sgRNA-PTEN1 FWD: CACCGTGTCATGTCTGGGAGCCTG 
sgRNA-PTEN1 REV: AAACCAGGCTCCCAGACATGACAC 
 
sgRNA-PTEN2 
sgRNA-PTEN2 FWD: CACCGCTAACGATCTCTTTGATGA 
sgRNA-PTEN2 REV: AAACTCATCAAAGAGATCGTTAGC 
 
sgRNA+PTEN3 
sgRNA+PTEN3 FWD: CACCGGATCGTTAGCAGAAACAAA 




sgRNA+PTEN4 FWD: CACCGAAAGGAGATATCAAGAGGA 
sgRNA+PTEN4 REV: AAACTCCTCTTGATATCTCCTTTC 
 
sgRNA-PTEN5 
sgRNA-PTEN5 FWD: CACCGGTCCGAGGGTCTGTACTGT 
sgRNA-PTEN5 REV: AAACACAGTACAGACCCTCGGACC 
 
sgRNA-PTEN6 
sgRNA-PTEN6 FWD: CACCGTGATGATGGCTGTCATGTC 
sgRNA-PTEN6 REV: AAACGACATGACAGCCATCATCAC 
 
